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RESUMEN

Fasciola hepatica es una especie de platelminto, trematodo caracterizado
por su forma lanceolada, un ciclo biolégico digeneo, en dos
hospedadores, un molusco del genero Lymnaea y un mamifero. Es un
parasito que se encuentra en los canales biliares y la vesicula biliar de
herbivoros y omnivoros, incluido el hombre; el objetivo de la siguiente
investigacion fue determinar la prevalencia de F. hepatica en bovinos de
levante de la estacion experimental "El Joque™ de la Universidad de los
Andes. Métodos: Todos los animales de la unidad de levante fueron
evaluados mediante examenes coproparasitologicos. Resultados de 149
bovinos estudiados, se encontr6 que 23 estaban parasitados con F.
hepatica, representando un 15,4%, encontrandose mayor prevalencia en
el sub grupo L4 con un 35%. posteriormente los bovinos de los subgrupos
L1, L2, L3 y L4 fueron tratados con dosis de Fasimec®, dicho tratamiento
fue aplicado en intervalos de una, ocho y dieciséis semanas, realizando
en cada periodo andlisis coproparasitologicos para verificar la prevalencia
de F.hepatica, En la primera semana post—tratamiento se observé una
disminucion de la prevalencia de F. hepatica del 100%, En la octava
semana se mantuvo el porcentaje de eficacia, en la decimo sexta semana
post-tratamiento se encontré un porcentaje de parasitacion por F.
hepatica de 7,5%. Conclusién: existe una prevalencia de parasitacion en
los bovinos de la Estacion Experimental “El Joque”, encontrandose mayor
incidencia en las especies F. hepatica y C. cotylophorum. sin embargo se
comprob6 que las tasas de infeccién por F.hepatica han disminuido con
respecto a estudios anteriores.

Palabras clave: Fasciola hepatica, coproparasitologico, Fasimec®,bovinos.
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INTRODUCCION

La fascioliasis es una enfermedad parasitaria producida por
trematodos del género Fasciola. La especie mas comun, Fasciola
hepatica, es un parasito digeneo y hermafrodita que se localiza en los
conductos biliares de mamiferos, herbivoros y del hombre. Su distribucion
es cosmopolita y se encuentra fundamentalmente en regiones dedicadas

a la cria de ganado ovino y bovino (Espino et al., 2000).

La distribucién de F. hepatica en las zonas ganaderas esta asociada a
la presencia de moluscos gasterépodos del género Lymnaea, estando
representado el género en nuestro pais por dos especies: L. cubensis y L.
columella, correspondiéndole a L. cubensis el rol mas importante como

hospedador intermediario de F. hepatica (Morales y Pino ,2004).

En Venezuela, la enfermedad tiene particular interés debido a las
caracteristicas climaticas de altas temperaturas y humedad de ciertas
zonas ganaderas, proporcionando las condiciones ecologicas favorables
para la ocurrencia del ciclo biologico del agente causal (Fuenmayor et al,
1999).

La fascioliasis en el ganado bovino tiene gran importancia econémica
en muchos paises del mundo debido a su efecto directo, como es el
decomiso de visceras en los mataderos, costo de tratamientos y muertes.
Sin embargo, los efectos indirectos son los de mayor importancia, como el
retraso en el crecimiento, asociado a la deficiente conversion alimenticia,
desnutricion, baja fertilidad, abortos, disminucién en la calidad de la
produccion de carne, leche, lana y baja resistencia a otras enfermedades,
se considera que en infecciones leves, donde el conteo es menor a 1
huevo por 2 gr de heces, la pérdida econémica es imperceptible; en casos
moderados con 2 a 10 huevos por 2 gr de heces, se aprecia una ligera
pérdida econdémica, y en situaciones con mas de 10 huevos por 2 gr de
heces se observan pérdidas econdémicas considerables. (Cruz et al.,
1999).



El control de esta parasitosis se realiza generalmente mediante el
tratamiento con fasciolicidas, los cuales en su mayoria afectan el parasito
adulto. Los parasitos inmaduros son de vital importancia en virtud de que
al invadir el higado, causan el mayor dafio durante las primeras 10
semanas, de ahi la necesidad de contar con compuestos indicados contra

estadios inmaduros tempranos del parasito (Ibarra et al., 1997).

Los medicamentos fasciolicidas pertenecen a un grupo diverso
atendiendo a su estructura y modo de accion. Ellos tienen una actividad
variable contra los estados parasiticos de F. hepatica y tienen diferencias
notables en la toxicidad. No todos los fasciolicidas tienen actividad contra
la fase joven y adulta del parasito. El triclabendazol es una droga efectiva
contra todos los estados del parasito (Becerra W 2.001).

Xi



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

El espectro de hospedadores definitivos de Faciola hepatica es muy
amplio e incluye a una gran variedad de mamiferos, aunque es a los
rumiantes a los que corresponde la mayor importancia (Morales & Pino,
2004).

F. hepatica se localiza en los conductos biliares principalmente de
bovinos, ovinos, caprinos, cerdos, equinos, conejos, venados y el hombre.
Como parasito erratico puede ubicarse también en pulmones y tejidos
subcutaneos, aunque su localizacion normal es en el higado donde
genera una enfermedad parasitaria denominada fascioliasis o
Distomatosis hepéatica (Fuenmayor et al., 1999).

Como consecuencia de los cambios patologicos en el higado, las
pérdidas productivas se pueden expresar en las fases agudas o cronicas
de la enfermedad. En areas endémicas se registran pérdidas por
mortandades, reduccién en cantidad y calidad de lana, en menores
porcentajes de paricibn, en menor crecimiento, y en mayores costos por
reposicion de faltantes. A esto hay que agregar los gastos derivados de
los tratamientos antihelminticos, las pérdidas por higados decomisados a
la faena y las reses clasificadas como de calidad inferior. Otro aspecto a
tener en cuenta para estimar las pérdidas o riesgos que las fascioliasis
implica, es la asociacion de F. hepatica con otros organismos patégenos.



En Argentina son conocidas las mortandades por Hemoglobinuria Bacilar
por Clostridium haemolyticum, en bovinos y la Hepatitis Infecciosa
Necrosante por C. novy B en ovinos. Estas bacterias anaerobias
proliferan en la necrosis producida por la migracion del trematodo y
genera potentes exotoxinas. Por otro lado, es necesario destacar que el
higado con fascioliasis es afectado en sus procesos metabdlicos y de
modificacion de la toxicidad de exo y endo compuestos, produciendo
alteraciones al presente poco evaluadas (Olaechea, 2004).

La fascioliasis es una de las enfermedades parasitarias a nivel
mundial mas importantes del ganado vacuno y ovino principalmente. Su
relevancia radica en cuantiosas pérdidas que se generan por diversos
conceptos. Por tal razén, la industria farmacéutica ha introducido en el
mercado un considerable nimero de compuestos fasciolicidas, que son

de importacion y de alto costo (Ibarra et al., 2002).

Una vez revisada la situacion actual del problema de estudio, se formulo

la siguiente interrogante:

¢, Cual sera la prevalencia de F. hepatica luego de cada periodo de
tratamiento en bovinos de levante de la estacion experimental “El Joque™

de la Universidad de Los Andes?



Justificacidén e Importancia de la Investigacion

Toda investigacion debe tener una justificacion tedrica, metodologica y
practica, lo cual indica el por qué se quiere hacer la investigacion. Con
respecto a la justificacién teodrica, este estudio permitid revisar y
profundizar los conocimientos con respecto a la parasitosis en bovinos de
levante de la estaciébn experimental "El Joque”~ causado por la
prevalencia de F. hepatica. Desde el punto de vista metodoldgico, se
pretendio adquirir habilidades y destrezas en la toma de muestra de estos
animales, transporte de la muestra e identificacion del parasito mediante
andlisis coproparasitolégicos. Por su parte, la justificacion practica o de
aplicacion permiti6 brindar una contribucion al conocimiento sobre la
parasitosis en bovinos que se encuentran en la estacion experimental "El

Joque™” de la Universidad de los Andes, de la ciudad de Mérida.



OBJETIVOS

Objetivo general

Confirmar la prevalencia de F. hepatica en bovinos de levante de la
estacion experimental “El Joque™ de la Universidad de los Andes, desde

noviembre de 2015 hasta marzo de 2016.

Objetivos especificos

e Establecer la prevalencia de F. hepatica antes del tratamiento en
los diferentes grupos de animales de la unidad de levante.

e Establecer la prevalencia de F. hepatica en los diferentes grupos
de animales de la unidad de levante luego de cada periodo de
tratamiento.

e Comparar las prevalencias de F. hepatica encontradas en pre-
tratamiento y post-tratamiento.

e Determinar la especie de parasitos gastrointestinales que afectan a
los bovinos de la unidad de levante en pre-tratamiento y post-
tratamiento.

e Establecer la eficacia del FASIMEC ® (medicamento contentivo de

Triclabendazol e Ivermectina).



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances

De acuerdo con Hernandez-Sampieri y colaboradores (2010), los
alcances de una investigacion cuantitativa, estan relacionados con el
disefio de la misma y con la profundidad del conocimiento sobre el
fendbmeno de estudio.

Especificamente, los autores refieren que dicho conocimiento
puede ser adquirido por medio de un estudio exploratorio, descriptivo,
correlacional y explicativo del problema. De tal forma que cada alcance
tiene un nivel de complejidad y va de lo simple a lo mas complejo.
Mediante la presente investigaciéon se dio a conocer la prevalencia de
parasitacion tanto de Fasciola hepatica como de otras especies de
helmintos y protozoarios en los bovinos de las unidad de levante de la
estacion experimental “"El Joque™, ademas de comprobar la eficacia del
tratamiento con FASIMEC ®en la primera, octava y decimo sexta semana

post-tratamiento:

Limitaciones

La viabilidad de una investigacion esta relacionada con la
disponibilidad de recursos tedricos, técnicos y economicos, Estos rubros
pueden comprometer las fases operativas del proceso de investigacion
sino se logra resolver la limitante. En la presente investigacion se necesito
mayor compromiso del personal de la estacion experimental “El Joque”
para lograr mantener la poblacién de estudio a la cual se le estaba
haciendo seguimiento con tratamiento y analisis coprolégicos, ya que fue
dificil mantener a los grupos de bovinos debido a que fueron vendidos o

cambiados a otros sectores, lo que dificulto los analisis estadisticos.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Los primeros reportes de F. hepatica en el estado Mérida los realiza
Risquez (1939) y Vogelsang (1935, 1957) reitera la presencia del
trematodo en bovinos precedentes del Paramo de Mucuchies,
posteriormente Ramirez-Villamedina & Vergani (1949) comunican haber
encontrado fascioliasis masiva en bovinos mantenidos en potreros en los
paramos de Mucurubd (2.407 m.s.n.m.) y Mucuchies (2.893 m.s.n.m.).

Las investigaciones se continlan afios mas tarde cuando Vivas (1976)
detecta distomatosis hepatica en bovinos de la zona alta del paramo de
Mucuruba y Santo Domingo, determinando mediante coprologia una
prevalencia de 40,3%. Asimismo evalla 57 bovinos sacrificados en el
matadero municipal de Mérida detectando una infeccion por F. hepatica
de 68,4%.

Impactado por estos resultados, Betancourt en 1978, guiado por el Dr.
José Vicente Scorza y el Dr. Néstor Afiez, realiza una investigacion en la
gue determina la prevalencia de fascioliasis bovina siguiendo un gradiente
altitudinal entre 900 y 3.475 m.s.n.m. mediante examen coprologico
(técnica de Hope-Caudery modificado) en bovinos elegidos al azar en 7
fincas entre los 900 y 1.000 m (Pie de Monte de la Sierra de La Culata), 9
fincas entre los 1.000 y 2.000 m.s.n.m. (Valles de la Cordillera Andina) y 8
fincas entre los 2.001 y 3.475 m.s.n.m. de altitud. La determinacion de la

prevalencia de fascioliasis en bovinos investigados resultdé 58,6% de



positividad en los animales de las fincas entre los 900 y 1.000 m.s.n.m.
con un promedio de 24 h.p.g.h.; 18,9% en animales de las fincas entre los
1.000 y 2.000 m y de 13,8% en las fincas ubicadas entre los 2.001y 3.475
m.s.n.m. con un promedio de 10 h.p.g.h.; en ambos casos. Finalmente, el
autor concluye que la prevalencia de fascioliasis en bovinos es
inversamente proporcional a la altitud. Resultado que no concuerda con la
mayoria de las investigaciones realizadas en las que se comparan
diferentes pisos altitudinales en los Andes Venezolanos (Garcia & lzzi,
2011; Rojas & Santiago, 2002; Benavidez & Veldsquez, 2.004; Pérez &
Arismendi, 2006).

En el afilo 2002, Rojas y Santiago encuentran 1,35% y 55,56% de
animales infectados sacrificados en el Matadero de El Arenal y Matadero
de Mucuchies respectivamente, este estudio se realizé sobre la bilis
obtenida por necropsia. Benavides y Velasquez, en 2004, obtuvieron un
6,67% en el municipio Rangel del estado Mérida. Nieves et al., en el afio
2005, obtuvieron un 39% de prevalencia de F. hepatica en la finca El
Joque del estado Mérida, destacandose que los animales que no estaban
infectados eran los que estaban en cunas y cestas, ademas obtuvieron
gue un 77% de los caracoles infectados eran del Genero Lymnaea. Pérez
y Arismendi en el 2006 obtuvieron un 50% de prevalencia de F. hepatica
en diferentes fincas del municipio Campo Elias, Parroquia Jaji del estado
Mérida, donde 48.67% de las fincas estaban afectadas (Benavides &
Rios, 2.004, Pérez & Arismendi, 2.006, Nieves Et Al., 2.005, Rojas &
Santiago 2.002).

Assouad & Martinez (2.009) reevaltan la Estacion Experimental "El
Joque”” mediante el estudio coprolégico de 153 bovinos jovenes (0-4
afos) y encuentran una prevalencia total de F. hepatica del 10,5%
comprobando el incremento directamente proporcional entre la edad del
animal y la prevalencia de parasitacion en los diferentes sectores: Cuna,
Pre-Levante 1 y Levante 1 (0%); en Levante 2 (6,48%); en Levante 3
(14,28%); en Levante 4 (43,47%).



Manrique & Rangel (2009) complementando la informacién de
Assouad y Martinez (2009) analizan los 52 bovinos pertenecientes al
Sector Unidad Productora Joque (UPJ), encontrando un 71,2% de
prevalencia de F. hepatica en ese grupo de animales.

Angulo & Avila (2009) investigan los bovinos sacrificados en el
Matadero FRISUCRE en Lagunillas y el Matadero Municipal de
Mucuchies del estado Meérida, resultando con 15,5% y 30,3% de
positividad por F. hepatica respectivamente. Segun la procedencia de
animales sacrificados en FRISUCRE, se pudo conocer la prevalencia de
F. hepatica en 5 Municipios: Arzobispo Chacon (6,5%) Aricagua (5,4%);
Sucre (0%); Campo Elias (44,4%) y Andrés Bello (50%).

Finalmente Garcia e 1zzi (2010) continuaron los andlisis en la Estacion
Experimental “El Joque™” para determinar la prevalencia de F. hepatica
en bovinos, encontrando que en el muestreo inicial (pre-tratamiento) el
100% de los bovinos incluidos en el estudio se encontraban parasitados,
la mayor prevalencia fue: Cotylophoron cotylophorum (72,11%) vy
Buxtonella sulcata (60,57%), seguidos de F. hepatica (38,46%) y Eimeria
(22,11%).

A lo largo del estudio la prevalencia total de parasitacion no disminuyé
significativamente; por el contrario la prevalencia de F. hepatica mostro
una notable disminucién, de (38,46%) hasta (4,8%) y (5,76%) en la
primera y octava semana post-tratamiento, incrementandose nuevamente

a (50,96%) a la décimo sexta semana de haber aplicado el tratamiento.



Antecedentes historicos

La fascioliosis hiperendémica que hoy sufren los paises andinos es
producto de la historia. En América precolombina no se conocian las
ovejas ni las vacas, pero los conquistadores espafioles, al apoderarse de
las nuevas tierras, las importaron de Europa, contaminadas ya por F.
hepatica, transportaron ademas a Lymnaea truncatula. Tal hecho gener6
un verdadero desastre ecologico, a tal grado que so6lo en el altiplano
boliviano, comprendido entre La Paz y el Lago Titicaca, se diagnosticaron
mas de 350000 habitantes infectados, principalmente grupos indigenas
empobrecidos que viven del pastoreo. La invasion parasitaria fue tan
efectiva que afectd incluso a las vicuiias oriundas de Sudamérica. La
miseria prevaleciente, la carencia de servicios sanitarios y la ignorancia,
contribuyeron a la propagacion creciente de tan temible mal, con dafos
graves a la salud y la economia de los pueblos iberoamericanos
(CARRADA, 2007).

F. hepatica fue el primer trematodo descubierto por Jehan de Brie en
1379 en el higado de un carnero; Sir Antony Fitsherberit dio la primera
descripcion en 1523, luego de las primeras observaciones de algunos
estadios intermediarios, sin tener conocimiento de la relacién que existian
de las unas con las otras o de que ellos representaban varios estadios en
el crecimiento del paréasito. La primera publicacion cientifica se realizé en
1737 por el aleman Silvammerdan sobre los estadios de las formas
inmaduras de F. hepatica ya que encontré cercarias en un caracol. Miller
en 1.773 observé cercarias en el agua de los charcos. Zede en 1880
descubrio la eclosién de un huevo de trematodo y salida del miracidio.
Bojamus en 1881 descubrio la redia y vio la cercaria de ellos (CHAVEZ,
1996).

Von Sielbold en 1817 indic6 sobre las bases morfoldégicas de un

embrion de cierta clase de larva que podrian ser las redias. En 1842



explicd correctamente que estas formas podrian representar estadios
separados en el desarrollo del parasito, aunque no habia sido probada la
relacion entre miracidio y redia, entre la metacercaria y F. hepatica adulta.
Leuckard, en Alemania, y Thomas, en Inglaterra, por primera vez
trabajaron en el ciclo bioldgico completo de e indicaron el papel que juega
el hospedador intermediario y el hospedador definitivo de F. hepatica
(CHAVEZ, 1996).
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Bases Tedricas

La parasitologia es la ciencia que se dedica al estudio de los seres
vivos que efectlan vida parasitaria. Se denomina parasito, a todo ser vivo
animal o vegetal, que pasa una parte o la totalidad de su existencia en el
interior o en la superficie de otros seres vivos (Homez et al., 2004).

El término parasito tiene origen griego y significa ser que vive a
expensas de otro animal o planta de una especie diferente y al que se
denomina hospedador, obteniendo cierto beneficio de €l y causando
dafio. Asi tenemos que él hospedador definitivo es aquel donde el
parasito alcanza su forma adulta. Existen parasitos que para cumplir su
ciclo bioldgico necesitan de uno, dos y hasta tres hospedadores; a éstos
se les denomina hospedadores intermediarios que es donde ocurren las
formas larvarias del parasito, como en el caso de la especie Fasciola
hepatica, su hospedador intermediario es un caracol del género Lymnaea
(Chirinos, 1998).

El parasitismo es una de las modalidades de asociacion de los seres
vivos, es decir de simbiosis, como mecanismo basico por el cual se
crearon y diferenciaron los eucariotas. Como dice Poulin (1996), los
parasitos representan una historia de vida fascinante teniendo en cuenta
su tremenda variabilidad, su tamafio desde organismos microscopicos
hasta macroscopicos, su localizacion, el desarrollo en érganos diversos,
las multiples formas de reproducciéon y las variadas migraciones intra y
extraorganicas, a las que se ven sometidos con el Unico fin de mantener
la especie. Esta variabilidad es el resultado de una adaptacion genotipica
y fenotipica (Sanchez, 2000).

Existen diversas categorias de paréasitos dependiendo del
hospedador, asi se habla de zooparasitos y fitoparasitos. Segun su
localizacion, se diferencian en ectoparasitos (parasitos externos) y
endoparasitos (parasitos internos) englobando en este caso tanto a los
parasitos intracelulares como extracelulares. Considerando el ciclo vital,

hay parasitos de ciclo directo que se denominan monoxenos o de ciclo
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indirecto o heteroxenos. Los parasitos autoheteroxenos son aquéllos
cuyos hospedadores actian primero como hospedadores definitivos y
luego son hospedadores intermediarios. Otra forma de clasificar los
parasitos relacionados con el tipo de dependencia que estos tienen con el
hospedador, es que pueden ser obligados o facultativos, y finalmente el
tiempo de permanencia en el hospedador permite diferenciar entre
parasitos temporales y permanentes (Sanchez, 2000).

Los parésitos pueden afectar muchos animales, pudiendo ser
animales domésticos o silvestres, entre estos dos grupos pueden estar
incluidos, los animales beneficiosos para el hombre, por ejemplo: los
bovinos, ovinos, caprinos, equinos, porcinos y algunas aves. Hay una
gran variedad de parasitos que pueden afectar a los animales, entre los
que tenemos los a)Los protozoarios (son los miembros mas rudimentarios
del mundo, unicelulares), b)Los helmintos, dentro de los helmintos
encontramos: los nematodos (sus cuerpos son redondeados y no son
segmentados, asemejan en lombriz de tierra, poseen cavidad bucal y tubo
digestivo), los cestodos (sus cuerpos son generalmente largos,
aplastados y en forma de cinta y por lo general estd compuesto de tres
regiones; escélex (llamado cabeza) que contiene los érganos de fijacion;
el rostelo, una trompa que puede proyectarse; y el estrobilo o cuerpo que
esta conformado por proglétides, donde se encuentran los 6rganos
reproductores) y los trematodos (tienen dos ventosas, por lo cual se les
ha denominado distomas), la mayoria son aplanados en forma de hoja y
hermafrodita, y c) Los ectoparasitos; como las garrapatas, pulgas, piojos y
moscas (Atias, 1998).
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Fasciola hepatica

Taxonomia Tabla 1

Phylum Platelmintos
Clase Trematoda
Sub clase Digenea
Orden Prosostomata
Sub orden Distomata
Familia Fasciolidae
Género Fasciola
Especie F. hepatica

F. hepatica o duela del higado es una especie de platelminto
trematodo de la subclase Digenea, caracterizado por su forma lanceolada,
con dos ventosas, una bucal y otra ventral, y un ciclo biolégico con dos
generaciones (digeneo) en dos hospedadores, un molusco del genero
Lymnaea y un mamifero. Es un parasito que se encuentra en los canales
biliares y la vesicula biliar de herbivoros y omnivoros, incluido el hombre;
es el agente causal de una de las parasitosis mas difundidas del ganado,
la fascioliasis (0 fascioliosis), que es considerada como una de las
enfermedades parasitarias mas importantes del mundo de los rumiantes
domésticos (http://es.wikipedia.org/wiki/Fasciola_hepatica).

F. hepatica es un parasito aplanado que alcanza un tamafio de 25 - 30
mm de longitud por 13 a 15 mm de ancho. Tiene forma de hoja, mas
ancha en la region anterior que posterior, (Figura 1) presenta una
proyeccion conica que recibe el nombre de cono cefélico, en el extremo
del cual se encuentra la ventosa oral o anterior (Chirinos, 1998).

Esta ventosa presenta un orificio o boca, que constituye el inicio del
tubo digestivo. La ventosa ventral o acetabulum, situada ventralmente, a
unos 3 a 5 mm por detras de la ventosa anterior, es de mayor tamafio y
tiene una forma triangular de base anterior. Esta ventosa es ciega y sirve
como 6rgano de fijacién (Homez et al., 2004).

El aparato digestivo de F. hepatica es incompleto, formado por una

cavidad bucal pequefia que se continua por una faringe, eséfago que se
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bifurca formando dos ramas laterales, las cuales se dirigen hacia la
porcion  posterior del cuerpo, para terminar en ciegos intestinales.
(http://es.wikipedia.org/wiki/Fasciola_hepatica).

El aparato excretor esta constituido por pequefios embudos ciliados o
células excretoras llamadas solenocitos, diseminadas por todo el cuerpo.
Se contindan por medio de finos canaliculos para formar otros de mayor
diametro y desembocar en grandes troncos longitudinales, a la derecha e
izquierda del cuerpo, para terminar en un tronco o canal que se abre en la
extremidad posterior a nivel del poro excretor o foramen caudal (Homez et
al., 2004).

Es hermafrodita posee aparato genital masculino y femenino. El
aparato genital masculino esta constituido por dos testiculos ramificados
(uno anterior y otro posterior), situados en la parte media y central del
cuerpo. Cada uno de los testiculos se continla con un conducto eferente
que se dirige paralelamente hacia adelante para unirse en un conducto
deferente; este penetra en la bolsa del cirro, donde se encuentra el cirro o
pene, que termina en el poro genital situado entre las dos ventosas. El
aparato genital femenino esta constituido por un ovario ramificado, situado
a la derecha de la linea media y por delante del testiculo anterior. El
ovario se continia con el oviducto que se dirige oblicuamente hacia la
linea media para continuarse con la primera porcion del Gtero, en el
espesor de la glandula conchosa o glandula de Mehlis; de alli parte el
Gtero propiamente dicho, describe una serie de circunvoluciones
transversales hacia la parte anterior, y se estrecha en un canal o vagina

que desemboca en le poro genital junto con el cirro (Homez et al., 2004).

14


http://es.wikipedia.org/wiki/Intestinal

Figura 1. Fasciola hepatica

F. hepatica tiene un ciclo biolégico indirecto, lo que significa
obligatoriedad de un hospedador intermediario, a nivel del cual se
desarrollan y multiplican las etapas asexuadas; a este nivel la
especificidad hospedador - parasito es estricta. F. hepatica utiliza como
hospedadores intermediarios Unicamente a moluscos pertenecientes al
género Lymnaea: L. truncatula; L. columella; L. tomentosa; L. viator; L.
humilis; L. diaphena; L. bulimoides y L. cubensis principalmente, siendo L.
cubensis la especie de mayor importancia para Venezuela (Morales &
Pino, 2004).

Los moluscos viven en las orillas de riachuelos, abrevaderos, charcas,
praderas inundadas, etc., es decir, donde hay agua dulce de corriente
lenta. El potencial bidtico de los caracoles es asombroso: un solo
individuo suele producir hasta 25.000 caracoles nuevos, en solo tres
meses, principalmente cuando la temperatura es cercana a 22°C, con
humedad adecuada. En épocas secas y calurosas, los caracoles pueden

sumergirse para conservar la humedad, pero las fuentes, abrevaderos vy,
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sobre todo, los regadios, mantienen altas concentraciones (Carrada,
2007).

El espectro de hospedadores definitivos es muy amplio e incluye a
una gran variedad de mamiferos, aunque es a los rumiantes a los que
corresponde la mayor importancia. En el ciclo de este trematodo se
alternan dos etapas de vida libre en el medio ambiente: una etapa ovular
y la de las cercarias que abandonan al caracol para luego enquistarse y
dar origen a las metacercarias que después de un periodo de maduracion
de aproximadamente nueve dias en promedio, adquieren capacidad
infecciosa para el hospedador definitivo que las ingiera (Morales & Pino,
2004).

F. hepatica se localiza en los conductos biliares principalmente de
bovinos, ovinos, caprinos, cerdos, equinos, conejos, venados y el hombre.
Como parasito erratico puede ubicarse también en pulmones y tejidos
subcutaneos, aunque su localizacion normal es en el higado donde
genera una enfermedad parasitaria denominada fascioliosis o
Distomatosis hepatica (Fuenmayor et al., 1999).

La fascioliosis es una de las enfermedades parasitarias a nivel
mundial mas importantes del ganado vacuno y ovino principalmente. Su
relevancia radica en cuantiosas pérdidas que se generan por diversos
conceptos. Por tal razén, la industria farmacéutica ha introducido en el
mercado un considerable nimero de compuestos fasciolicidas, que son
de importacion y de alto costo (Ibarra et al., 2002).

Ciclo evolutivo

Para completar su ciclo biolégico, F. hepatica necesita dos
hospedadores, uno intermediario (caracol) y otro definitivo (mamifero). En
ambos las poblaciones del parasito pueden aumentar en numero, dentro
del intermediario por la produccion de cercarias y dentro del definitivo por
la postura de huevos. Cada parasito adulto puede llegar a producir 20.000
huevos por dia, estos son arrastrados por la bilis hasta el intestino y
evacuados con la materia fecal. Dependiendo de la temperatura y

humedad del ambiente, dentro del huevo se desarrolla el miracidio, que
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sera el encargado de buscar y penetrar el caracol para evolucionar hasta
el estadio de cercaria. El resultado de una infeccion exitosa de un
miracidio en un caracol suele ser la produccion de 400 a 1.000 cercarias.
Luego se produce la expulsion de las cercarias que se enquistan en
formas infectantes llamadas metacercarias, que al ser ingeridas con las
hierbas o flotantes en agua llegan al intestino, sufren un proceso de
desenquistamiento y se transforman en parasitos jovenes que atraviesan
la pared intestinal y migran hacia el higado a través de la cavidad
peritoneal. Finalmente, perforan la capsula hepética y continian migrando
a través del tejido hepatico hasta llegar a los conductos biliares, donde

con la puesta de huevos, completa el ciclo, (Figura 2) (Olaechea, 2004).
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Figura 2. Ciclo evolutivo
Estadios de Fasciola hepatica
Huevo
La formacién del huevo comienza cuando el 6vulo llega a la porciéon
inicial del Utero a través del oviducto; alli es fecundado por uno de lo
espermatozoides procedentes del poro genital que ha penetrado por la

vagina. El évulo fecundado se rodea de un grupo de células vitelogenas
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llegadas por el oviducto mediano y que servird de substancia nutritiva al
huevo. La glandula de Mehlis parece proporcionar la proteccion externa al
huevo. Los huevos completamente desarrollados se van acumulando en
el tubo uterino para salir al exterior por medio del poro genital (Hémez et
al., 2004).

Los huevos son depositados en los conductos biliares. Miden de 130 a
150 micras de longitud por 60 a 90 micras de ancho; tienen opérculo, son
de color amarillento, la cubierta esta formada por esclerotina (proliferol y
proteinas). Al ser eliminados con las heces todavia no son maduros (sin
embrionar). La maduracion se efectlia en el agua entre los 9 a 15 dias a
temperatura de 22 a 25°C (http://es.wikipedia.org/wiki/Fasciola_hepatica).

A nivel diagnéstico, se considera que a través del contaje de los
huevos se puede estudiar el grado de pérdidas econdOmicas. En
infecciones leves, donde el conteo es menor a 1 huevo por 2 g de heces,
la pérdida econémica es imperceptible; en casos moderados con 2 a 10
huevos por 2 g de heces, se aprecia una ligera pérdida econdmica, y en
situaciones con mas de 10 huevos por 2 g de heces se observan pérdidas
econdmicas considerables (Figura 3). (Cruz et al., 1999).
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Figura 3. Huevos de F. hepatica
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Miracidio

Tiene forma alargada, mide aproximadamente 130 micras de largo por
30 de ancho, su extremidad anterior es mas ancha que la posterior y
presenta una prolongacion cénica central, retractil y desprovista de cilios
llamada Terebratorium, el resto del cuerpo se encuentra recubierto por
estas pestafias vibratiles. Tiene una papila apical en la parte anterior
donde hay terminales nerviosos. Debajo existe una glandula apical que
probablemente secreta enzimas que ayudan a la penetracion del caracol,
(Figura 4) (http://www.uprm.edu/biology/profs/bunkley/lab5.htm).

El miracidio con suficiente oxigeno, pH de 5 - 7, levanta el opérculo y
abandona la céscara de los huevos y nadando, orientados por la luz solar
(fototropismo positivo) y las secreciones del manto del caracol
(quimiotropismo  positivo), localizan al hospedador intermediario
penetrandolo por sus partes blandas lo cual debe ocurrir antes de las
ocho horas (Morales & Pino, 2004).

C. Rossanigo

Figura 4. Miracidio
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Esporocisto

Los miracidios se transforman en esporocistos dentro del caracol. Es
una larva que presenta una forma semicircular, usualmente se encuentra
en el manto o collar del manto del caracol, mide 150 micras
aproximadamente. En su interior se desarrolla la primera generacién de
redias y éstas aparecen de 10 a 12 dias después que se origind el
esporocisto, (Figura 5).

El establecimiento de los estadios larvales (esporocisto, redia y
cercaria) en el interior del molusco, va a lograrse mediante la
migracion interna y venciendo los mecanismos de defensa del
hospedador. Parece ser que los sitios de preferencia para el desarrollo
normal de los estadios larvales son las glandulas digestivas y
gonadas de los moluscos, que se localizan en la zona apical de la
concha del caracol
(http://www.virtual.chapingo.mx/biologia/F.%20HEPATICA.ppS).

Figura 5. Esporocisto
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Redia

La redia consta de una ventosa oral, una faringe que conduce hacia
un corto intestino ciego, sacciforme, en el extremo posterior se
encuentran dos protonefridios y unas prolongaciones laterales
denominadas parapodos. Estas redias tienen un tamafio de 1-3 mm
contintan creciendo, (Figura 6) fuerzan la pared del esporocisto y a partir
de su pared corporal forman mas de 50 masas germinativas que a
temperatura elevada, inmediatamente da lugar a las larvas 1V, llamadas
cercarias, mientras que a temperaturas mas bajas puede originar redias

hijas que posteriormente se transforman en cercarias (Chirinos, 1998).

Figura 6. Redia

Cercaria

Esta constituida por una porcién anterior ansanchada y una cola larga
no bifurcada, poseen dos ventosas y una cola fina que es dos veces mas
larga que la porcién anterior y células que segregan una sustancia
mucilagenosa, (Figura 7) (Manrique & Rangel, 2009).

Al cabo de 6 - 8 semanas las cercarias abandonan el caracol y nadan
activamente de un lado al otro en el agua. Las cercarias estan provistas
de unas glandulas denominadas citdgenas, situadas lateralmente cuya

secrecion permite que una vez adherida, se enquista dentro de una
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membrana formada de granulos y una masa aglutinante rapidamente

solidificada e insoluble en agua (Chirinos, 1998).

gt

Figura 7. Cercaria

Metacercaria

La metacercaria es la forma infectante para el hombre y para los
demas animales que sirven de hospedador definitivo. Generalmente se
encuentran enquistadas en la vegetacion acuatica, semisumergida que
comen los animales, es bien conocido que el berro es acuético
(Nasturtium oficinale), asi como otras plantas pueden servir de vehiculo
del trematodo para que se produzca la infeccién en el hombre. También
se adquiere el parasito tomando aguas contaminadas con metacercarias
flotantes que al llegar al duodeno se desenquistan liberando un parasito
juvenil que perfora la pared intestinal (Figura 8),
(http://es.wikipedia.org/wiki/Fasciola_hepatica).

El parasito luego de tres horas de haberse liberado de la
metacercaria, se aloja en la cavidad peritoneal donde pasa de 3 a 16 dias;
posteriormente avanza por el peritoneo, perfora la capsula de Glisson,
penetra el parénquima hepatico del cual se alimenta durante su migracion
hacia los conductos biliares en donde se desarrolla hasta el estado adulto,
lo que sucede en unos dos meses; después empezara a producir huevos

qgue son arrastrados por la bilis hasta el interior del intestino donde se
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unen con la materia fecal para salir al medio ambiente, completando asi el

ciclo biolégico (http://es.wikipedia.org/wiki/Fasciola_hepatica).

Figura 8. Metacercaria

Patogenia

El poder patégeno de F. hepatica varia de acuerdo con algunos
factores; especie de hospedador (por ejemplo los ovinos son mas
susceptibles que los bovinos), cantidad de metacercarias ingeridas. La
patogenicidad de las cercarias también varia de acuerdo con la
temperatura en que se desarrollan, por ejemplo entre 22 - 24 °C las
metacercarias son muy patégenas para ovinos y conejos, mientras que de
15° a 32 °C lo son menos (Quiroz, 2005).

La patologia de la fascioliosis se puede dividir en tres etapas de
acuerdo a la localizacion de los parasitos. La primera corresponde a la
invasion con lesiones en el intestino, peritoneo e higado, en los cuales
produce inflamacién y pequefios abscesos con eosinofilos. La segunda se
refiere al establecimiento de los parasitos en los conductos biliares
intrahepatico; encontrandose inflamacion, abscesos, hiperplasia celular,
hepatomegalia y finalmente fibrosis. La tercera se debe a las
localizaciones erraticas que son menos frecuentes; estas incluyen

vesicula biliar, colédoco, peritoneo, pulmoén, tejido subcutaneo, etc; en
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estas circunstancias las lesiones consisten en ndédulos, que
mecanicamente causan obstrucciones en los conductos. Es frecuente la
localizacion ectépica en otras visceras (Botero & Restrepo 1992).
Sintomas y lesiones

La presencia de pocos parasitos adultos de F. hepatica
exclusivamente en los conductos biliares, no provoca ninguna
manifestacion importante, pero las infecciones masivas causan
enfermedades que son particularmente graves en los animales jovenes
pudiendo morir repentinamente por dafio hepatico. Si el animal sobrevive
a las lesiones, la regeneracién de higado se produce con produccion de
tejido fibroso nuevo, con distorsion del érgano por las multiples cicatrices.
En este estado puede aparecer anemia, debilidad, emaciacién y edemas
(submandibular, cuello, pecho y abdomen). A la necropsia, los hallazgos
son dependientes del nUmero de parasitos y del tiempo de infeccion. Se
pueden apreciar las marcas de perforacion hepatica, inflamacion y focos
hemorragicos que muestran un cuadro de hepatitis aguda en infecciones
recientes. En casos crénicos, los animales estdn anémicos o caquécticos,
hay colecciones serosas en peritoneo y engrosamiento de los conductos
biliares del higado con alteraciones cirréticas (Olaechea, 2004).
Epidemiologia

Este trematodo es considerado como uno de los mas importantes a
nivel mundial en la medicina veterinaria. La enfermedad ocasionada es
reconocida como un problema econémico, ya que reduce la productividad
animal en términos de carne, leche, problemas de fertilidad, decomiso de
higado, asi como de infecciones bacterianas secundarias. Ademas, por
su caracter de zoonosis, es también de interés en salud publica.
(Fuenmayor et al., 1999, Ibarra et al., 2002).

En Venezuela, la enfermedad tiene particular interés debido a las
caracteristicas climaticas de alta temperatura y humedad de ciertas zonas
ganaderas, proporcionando las condiciones ecolégicas favorables para la
ocurrencia del ciclo biolégico del agente causal, principalmente en

aquellos estados donde se ha diagnosticado: Aragua, Carabobo, Miranda,

24



Guarico, Mérida, Trujillo, Lara, Yaracuy, Falcon y Portuguesa (Fuenmayor
et al., 1999).

Sistema de hipotesis

La prevalencia de F. hepatica en los bovinos de levante de la estacion

experimental “El Joque” disminuira luego de realizar un adecuado

tratamiento.
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CAPITULO 1lI

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion tiene relacion con la interrogante de estudio en
la cual se resalta lo qué se quiere saber. Pues, esto marca el logro
general que se desea conseguir durante el proceso e identifica el tipo de
investigacion, como son Exploratoria, Descriptiva, Analitica, Comparativa,
Explicativa, Predictiva, Proyectiva, Interactiva, Confirmatoria y Evaluativa.
En este sentido, se realizd un estudio de tipo confirmatorio, debido a que
se gueria evaluar la prevalencia de F. hepética en bovinos de levante de

la estacion experimental “El Joque” de la Universidad de los Andes.

Disefio de la Investigacion

Se realiz6 una investigacion de campo de corte transversal, porque se
presentan, describen, analizan e interpretan en forma ordenada los datos
obtenidos en el estudio en funcion de las preguntas o hipotesis de

investigacion y se discuten sobre la base de la fundamentacién tedrica.

Poblacién y Muestra

Poblacién: 149 bovinos, distribuidos en cuna, pre-levante, levante 1,

levante 2, levante 3 y levante 4.
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Muestra: Las muestras fecales tomadas directamente del recto del
animal, con guantes plasticos de inseminacion, rotulados con el codigo de

identificacion del animal y grupo y subgrupo al cual pertenecian.

Unidad de Investigacion

Estacion Experimental “El Joque™

Es una propiedad de la Universidad de los Andes se encuentra
ubicada a 40 Km de la ciudad de Mérida, en la Parroquia Jaji, Municipio
Campo Elias , via la Azulita, entre los 1900 y 2100 m.s.n.m con
temperatura promedio anual de 16 °C y humedad por encima 85%, con
abundantes fuentes de agua durante todo el afio y alta precipitacion. La
Estacion Experimental "El Joque™ tiene una extension total de 125
hectareas, con una poblacion de ganaderia de altura para la explotacion
lechera. La zona es clasificada como un piso sub-andino, presenta un
clima lluvioso templado con invierno seco. Esta dividida en diferentes
sectores de explotacion de acuerdo a las caracteristicas de peso y
produccion de los bovinos.

Los becerros se mantienen junto a la madre en un pastoreo, durante
los primeros 3 dias de vida donde se pueden infectar, con el objetivo de
qgue la creia aproveche el calostro materno. Luego de este periodo se
encierran en las cunas alimentandose con leche en biberon, mas alimento
cortado. Una vez que cumplen 3 meses salen a un corral de ensayo
donde consumen heno y alimento cortado 2kg/animal. Luego salen a los
potreros y comienzan a ingerir pasto Taiwan A-146 Pennisetum
purpureum picado mas alimento concentrado a razén de 2kg/dia con un
contenido de 14% de proteina cruda.

Son servidas por inseminacion artificial a un peso de 325 y 350 kg.,
las Holstein y mestizo Holstein de 290-300 kg., las Jersey y sus mestizo.
Dos meses antes del parto salen a pastoreo en asociacion de

Pennisetum clandestinum y trébol blanco Trifolium repens, mas
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concentrado (2kg/dia) y se mantienen en un sector conocido como

paritorio.

Los bovinos estan sometidos a pastoreo rotativo en potreros de

asociacion de pasto kikuyo con trébol blanco, suplementdndose con

alimento concentrado con un contenido de 16% proteina cruda y en una

relacion de 1 kg por cada 3 L de leche producida. Se realizan dos ordefios

por dia en forma mecanica, las hembras son inseminadas a la aparicion

del primer celo luego de 60 dias del parto. El pesaje de la vaca se realiza

lo mas pronto después del parto y luego al cumplir los 90 dias.

Los animales se mantienen separados en cinco sectores:

1. Levante: constituido por varios subgrupos donde se mantienen los

animales jovenes a partir del 3er dia de nacidos. Ellos estan divididos

en los siguientes subgrupos:

Subgrupo Unidad de Cuna: constituido por becerros en
edades comprendidas entre 0 y 3 meses. Este grupo se
alimenta solamente de leche mas alimento concentrado, no
reciben pasto, ni agua y se encuentran aislados en una cuna
elevada.

Subgrupo Unidad Pre-Levante 1 (PL1): constituido por
becerros de aprox. 6 meses de edad, permanecen en esta
unidad hasta alcanzar los 150 kg de peso.

Subgrupo Unidad Levante 1 (L1): constituido por becerros
aprox. de 1 a 2 afios de edad y peso comprendido entre 150
y 250 kg.

Subgrupo Unidad Levante 2 (L2): constituido por animales
de aprox. 2 a 3 afios de edad y peso comprendido entre
250-300 kg.

Subgrupo Unidad Levante 3 (L3): constituido por animales
de aprox. 3 a 4 afnos de edad y peso de 300 Kg.

Permanecen en esta unidad hasta su primer servicio.
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e Subgrupo Unidad Levante 4 (L4): constituido por animales
de aprox. 3 a 4 ¥ afios de edad en estado de gestacion y
permanecen en esta unidad hasta el término de la
gestacion, cuando son llevadas a paritorio.

2. Paritorio: cuando las vacas estan proximas a parir, se mantienen en
un area donde son atendidas con mayor regularidad, este sector es
conocido como paritorio porgue los encargados de la finca estan
atentos al momento del parto para asistir al animal en caso de algun
inconveniente.

Escotero: este grupo alberga hembras secas.

Ordefio: en este grupo se encuentra las vacas que se ordefian
diariamente, llevandose el registro de producciéon de litros de leche /
dia de cada animal.

5. Unidad Productora Joque (UPJ): Es un grupo de animales que se
encuentran en espacio restringido de 6 hectéareas, con el objetivo de
investigar cual es el menor espacio necesario para la produccion

lactea que debe disponer los pequenos productores.

Métodos

1. Anadlisis Pre-tratamiento
Todos los animales de la unidad de levante fueron evaluados
individualmente, mediante exdmenes coproparasitolégicos (determinacion
de helmintos y protozoarios detectables en heces).

1.1. Analisis coproparasitoldgico
Las muestras fecales se tomaron directamente del recto del animal, con

guantes plasticos de inseminacion, rotulados con el codigo de

identificacién del animal y grupo y subgrupo al cual pertenecian. Dichas
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muestras se refrigeraron en cavas de polietileno con hielo seco mientras
que se realizaba su transporte dentro de las 4 horas de la toma de
muestra, hasta el laboratorio de Investigaciones Parasitologicas " Dr.
Jesus Moreno Rangel ~* de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes, donde se mantuvieron refrigeradas a 4°C

hasta el momento de su procesamiento.

Filtracibn de la muestra fecal, sedimentacién y visualizacion de

parasitos:

1.1.1. Técnica de filtraciéon
Filtracién en gasa:
Inicialmente se llevo a cabo la filtracién de cada muestra fecal a través de
una capa doble de gasa, con la finalidad de extraer los restos groseros de
materia fecal, para posteriormente poder ser pasada por los 4 tamices sin
dificultad.
Los materiales empelados en esta técnica fueron:

o Coladores industriales

o Gasas para el filtrado

o Solucion jabonosa (1 gota de jabon liquido por cada litro de agua)

o Varillas de vidrio

o Vaso de precipitado

Procedimiento:

Se mezclaron aproximadamente 4 gr de heces con 40 mL con solucion

jabonosa, dicha mezcla se paso sobre un colador, el cual tenia
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previamente una doble capa de gasa, el filtrado asi obtenido se filtro

nuevamente a través de 4 tamices

Filtracion o tamizado en mallas metéalicas:

Esta técnica fue descrita por Ueno & Goncalvez (1.998), es recomendada
para extraer las fibras vegetales contenidas en las heces de rumiantes
que entorpecen la visualizacibn microscopica de los parasitos. Es una
técnica de concentracion de parasitos porque ademas de limpiar la
muestra deja atrapados en el ultimo cedazos los huevos de F. hepatica.

Procedimiento:

La muestra fecal se filtro, empleando una cadena de filtros con tamices
qgue contienen poros de diferentes grosor, es imprescindible que el ultimo
de los tamices posea un didmetro de poro inferior a 40 pm (250 mesh),
para asegurar que queden atrapados los huevos de F. hepatica (Ueno &
Goncalvez, 1.998).

Como los tamices no se producen en Venezuela y su adquisicion en el
exterior es dificil, el Prof. Franklin Mujica de la Facultad de Veterinaria de
la Universidad Centro Occidental “"Lisandro Alvarado™ (UCLA) construye

de manera artesanal 4 filtros con tamices de 100, 150, 200 y 2500 mesh.

Los materiales requeridos, son los siguientes:

o Cadena de filtros (4 tamices: 100, 150, 200 y 250 mesh)
o Dispersor de agua

o Léaminas porta objeto y laminillas 22x22 mm

o Goteros plasticos

o Azul de metileno
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Procedimiento:

La materia fecal se hizo pasar a través de los 4 tamices con agua mineral
rociada con un dispersor. Finalmente en el dltimo tamiz con poro de 40
KM o menos, donde quedaron atrapados los huevos de F. hepatica los
cuales se recogieron con la ayuda de un gotero plastico para ser
colocados entre lamina y laminilla e identificado microscopicamente, se
agrego una gota de azul de metileno para aumentar el contraste.

El material filtrado se conservo en formalina 10% en copas de
sedimentacion de cristal por lo menos durante 24 horas, para la busqueda
de cualquier forma evolutiva de parasitos que emitan huevos de menor

tamafio.

1.1.2. Técnica de sedimentacion
Procedimiento:
Se almaceno el filtrado en una copa de sedimentacion y se esperaron 24
horas para analizar el sedimento, donde se buscaron los huevos de los
helmintos gastrointestinales detectables en heces que han salido a través
del tamiz con poro de menor tamafio.

1.2. Visualizacion de parasitos:

Procedimiento:

Se transvaso el sedimento a la capsula de Petri, cuyo contenido se reviso

en el microscopio bajo el objetivo de 10 y/o 40x.
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2. Tratamiento:

Los animales pertenecientes a L1, L2, L3 y L4 de la unidad de levante
fueron tratados con una dosis de Fasimec® (Triclabendazol 12% -

Ivermectina 2%) calculando dosis de 10 mg de Triclabendazol por kg de

peso vivo del animal.

3. Andélisis post-tratamiento:

3.1. Analisis coproparasitoldgico:

Los animales de los subgrupos fueron reevaluados siguiendo la
metodologia descrita en el apartado analisis de pre-tratamiento.

Después de 1 semana de la aplicacion del tratamiento se realizé la
primera evaluacion de las muestras fecales con el objetivo de determinar
la presencia de huevos, que correspondan a parasitos adultos que hayan

sobrevivido al tratamiento.
Después de 8 semanas se ejecuto la reevaluacioén en busca de huevos
de parasitos adultos que para el momento del tratamiento se encontraban

a fase larvaria y que hayan sobrevivido al tratamiento.

Después de 16 semanas Post-Tratamiento se llevdé a cabo la ultima

reevaluacion para comprobar estados de infeccion.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

En el estudio realizado en la poblacion que conformaba los diferentes
subgrupos de la Unidad Levante en la Estacion Experimental “El Joque”,
durante la fase de pre-tratamiento, se encontré6 que la misma estaba
constituida por un total de 149 animales distribuidos de la siguiente

manera: (tabla 2).

Tabla 2. Distribucion de la poblacion estudiada en pre-tratamiento

SUBGRUPO N° DE ANIMALES %
Cuna 20 13,4
Pre-Levante 40 26,8
Levante 1 16 10,8
Levante 2 26 17,5
Levante 3 27 18,1
Levante 4 20 13,4
TOTAL 149 100
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Al evaluar la prevalencia de animales parasitados se obtuvo que 23
animales resultaron parasitados por F. hepatica, lo cual representa el
15,4% de la poblacion total (n=149). También se pudo determinar que 115
animales presentaron parasitacion por al menos una especie,
representando 77,2% la poblacion parasitada. La mayor prevalencia la
obtuvieron los protozoarios (Buxtonella sulcata 46,9% y Eimeria sp.
45,6%) seguida de Cotylophoron sp. 38,9% (Tabla 3).

Tabla 3. Prevalencia de parasitos intestinales en bovinos en la etapa

de pre-tratamiento

ESPECIES PRE-TRATAMIENTO
HELMINTOS np/ne %
Fasciola hepatica 23/149 154
Cotylophoron sp. 58/149 38,9
Trichostrongylus 2/149 1,3
spp.
Haemonchus 0/149 0
contortus
Ostertartagia 6/149 4
ostertagi
Cooperia spp. 12/149 8

PROTOZOARIOS

Eimeria sp. 68/149 45,6
Buxtonella sulcata 70/149 46,9
Total 115/149 77,2

np/ne = nimero de parasitados / nimero de estudiados, (%) = prevalencia
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Al analizar la prevalencia de F. hepatica en los diferentes subgrupos
se pudo evidenciar que el incremento fue progresivo, encontrandose para
Cuna: 0%, Pre-Levante: 7,5%, Levante 1: 12,5%, Levante 2: 19,2%,
Levante 3: 22,2% vy Levante 4: 35%, siendo los resultados

estadisticamente significativo (P=0,0001) (Tabla IlI).

Cuando se analizé la prevalencia de Cotylophoron sp. desde Cuna
hasta Levante 4, se obtuvo de igual manera una relacién estadisticamente

significativa (P=0,0001), al encontrarse un incremento progresivo (Tabla

4).

Tabla 4: Prevalencia de parasitacién total Pre-tratamiento

ESPECIES CUNA PRE- LEVANTE 1 LEVANTE 2 LEVANTE 3 LEVANTE 4
LEVANTE
HELMINTOS np/n % np/n % np/ne % np/ne % np/n % np/ne %
e e e
Fasciola hepatica 0/20 0 3/40 7,5 2/16.7.12,5. '5/26 19,2 ' 6/27 22,2 7120 35
Cotylophoron sp. 0/20 0 10/40 25 7/116 43,8 14/26 53,8 15/27 55,6 12/20 60
Trichostrongylus 0/20 0 0/40 0 0/16 0 2/26 7,6 0/27 0 0/20 0
spp.
Haemonchus 0/20 0 0/40 0 0/16 0 0/26 0 0/27 0 0/20 0
contortus
Ostertartagia 0/20 0 0/40 0 0/16 0 0/26 0 2127 7,4 4/20 20
ostertagi
Cooperia spp. 0/20 0 3/40 7,5 3/16 18,7 2/26 7,6 0/27 0 4/20 20
PROTOZOARIOS
Eimeria sp. 1/20 5) 5/40 12,5 4/16 25 21/26 80,7 21/27 77,7 17/20 85
Buxtonella sulcata  2/20 10 10/40 25 12/16 75 19/26 73 19/27 70,3  10/20 50
Total 2/20 10 16/40 40 12/16 75 22/26 84,6 23/27 852 18/20 90
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En cuanto a los protozoarios, ambas especies presentaron en su
mayoria elevadas prevalencias a medida que incrementaba la edad del
animal, aunque no arrojaron relacion estadisticamente significativa
(P>0,05).

Al analizar el incremento de parasitacion por al menos una especie,
con respecto al incremento de la edad del animal, se pudo comprobar
estadisticamente que los menos parasitados son los jovenes y los mas

parasitados son los mayores (P=0,0001).

En el subgrupo Cuna se determin6é una prevalencia de parasitacion
total del 10% a expensas de protozoarios, alcanzando 5% para Eimeria
sp. y 10% para Buxtonella sulcata, ya que no se encontré parasitacion por
ninguna otra especie de helminto incluyendo F. hepatica. Cuando se
realizd el analisis estadistico no se encontraron diferencias significativas
(P>0,005) (Tabla 5).

Tabla 5. Prevalencia parasitaria en subgrupo Cuna

PARASITOS N° DE PARASITADOS / % PARASITACION
N° DE ESTUDIADOS

HELMINTOS
Fasciola hepatica 0/20
Cotylophoron sp. 0/20
Trichostrongylus spp. 0/20 0
Haemonchus contortus 0/20 0
Ostertagia ostertagi 0/20 0
Cooperia spp. 0/20 0

PROTOZOARIOS

Eimeria sp. 1/20 5
Buxtonella sulcata 2/20 10
TOTAL 2/20 10
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En el subgrupo Pre-Levante comienza a aparecer parasitismo por
helmintos encontrandose F. hepatica en un 7,5%, Cotylophoron sp. en un
25% y Cooperia sp. en un 7,5%. Las prevalencias de protozoarios se
incrementaron a mas de la mitad, alcanzando 12,5% para Eimeria sp. y
25% para Buxtonella sulcata. Este subgrupo presenta una prevalencia de
parasitacion total del 40%. Al realizar el analisis estadistico no se enconté

diferencias significativas

Tabla 6. Prevalencia parasitaria en subgrupo Pre-Levante

PARASITOS N° DE PARASITADOS / % PARASITACION
N° DE ESTUDIADOS

HELMINTOS
Fasciola hepatica 3/40 7,5
Cotylophoron sp. 10/40 25
Trichostrongylus spp. 0/40 0
Haemonchus contortus 0/40 0
Ostertagia ostertagi 0/40 0
Cooperia spp. 3/40 7,5

PROTOZOARIOS

Eimeria sp. 5/40 12,5
Buxtonella sulcata 10/40 25
TOTAL 16/40 40

En la tabla 7 se muestra la prevalencia del subgrupo Levante 1, la
cual alcanzé 75%. Se evidencia un incremento en la prevalencia de F.
hepatica en un 12,5% y la mayor prevalencia la sigue presentando
Cotylophoron sp. con un 43,8%. Los protozoarios también incrementaron
sus prevalencia, sin embrago no se encontraron diferencias significativas

en este subgrupo de animales.
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Tabla 7. Prevalencia parasitaria en subgrupo Levante 1

PARASITOS N° DE PARASITADOS / % PARASITACION
N° DE ESTUDIADOS

HELMINTOS
Fasciola hepatica 2/16 12,5
Cotylophoron sp. 7116 43,8
Trichostrongylus spp. 0/16 0
Haemonchus contortus 0/16 0
Ostertagia ostertagi 0/16 0
Cooperia spp. 3/16 18,7

PROTOZOARIOS

Eimeria sp. 4/16 25
Buxtonella sulcata 12/16 75
TOTAL 12/16 75

En los subgrupos Levante 2, Levante 3 y Levante 4 se puede
evidenciar un aumento en las prevalencias de las especies de parasitos
intestinales. F. hepética incrementd paulatinamente en Levante 2 y
Levante 3; 19,2% y 22,2% respectivamente y mucho mas en Levante 4
representado un 35%. La mayor prevalencia la presenta Cotylophoron sp.
con un 53,8%; 55,6% y 60% respectivamente. Se presentan otras
especies de helmintos como Trichostrongylus spp. y Ostertagia ostertagi.
Se puede observar que de los tres subgrupos, Levante 4 es el que
presenta mayor porcentaje de parasitacion alcanzando un 90%,
presentandose relacion estadisticamente significativa en este subgrupo
(P<0,005) (Tabla 8,9 Y 10).
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Tabla 8. Prevalencia parasitaria en subgrupo Levante 2

PARASITOS

N° DE PARASITADOS /
N° DE ESTUDIADOS

% PARASITACION

HELMINTOS
Fasciola hepatica
Cotylophoron sp.

Trichostrongylus spp.
Haemonchus contortus
Ostertagia ostertagi
Cooperia spp.
PROTOZOARIOS

Eimeria sp.
Buxtonella sulcata

TOTAL

5/26
14/26
2/26
0/26

0/26
2/26

21/26
19/26
22/26

19,2
53,8
7,6

7,6

80,7
73
84,6

Tabla 9. Prevalencia parasitaria en subgrupo Levante 3

PARASITOS

N° DE PARASITADOS /
N° DE ESTUDIADOS

% PARASITACION

HELMINTOS
Fasciola hepatica

Cotylophoron sp.
Trichostrongylus spp.

Haemonchus contortus

Ostertagia ostertagi

Cooperia spp.
PROTOZOARIOS
Eimeria sp.

Buxtonella sulcata

TOTAL

6/27

15/27
0/27

0/27
2127

0/27

21/27
19/27

23/27

22,2

55,6
7,6

7,4

77,7
70,3

85,2
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Tabla 10. Prevalencia parasitaria en subgrupo Levante 4

PARASITOS N° DE PARASITADOS / % PARASITACION
N° DE ESTUDIADOS

HELMINTOS
Fasciola hepatica 7120 35
Cotylophoron sp. 12/20 60
Trichostrongylus spp. 0/20
Haemonchus contortus 0/20
Ostertagia ostertagi 4/20 20
Cooperia spp. 4/20 20

PROTOZOARIOS

Eimeria sp. 17/20 85
Buxtonella sulcata 10/20 50
TOTAL 18/20 90

En la Figura 9, se evidencia que en el subgrupo Pre-Levante ya
comienzan a visualizarse huevos de F. hepatica, incrementandose la

prevalencia a medida que incrementan las edades de los bovinos.

40 35
30 22,2
19,2
20 12,5
7,5
10
0
-
0
Cuna Pre-L L1 L2 L3 L4

Sugrupos de las Unidades de Levante de la Estacién Experimental
"El Joque"

Figura 9. Prevalencia de F. hepatica en las Unidades de Levante de

la Estacion Experimental “El Joque”
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En la tabla 11 se muestra la prevalencia de parasitos intestinales en la
lera semana, 8va semana y 1l6ava semana posterior al tratamiento con

Fasimec ® (Triclabendazol e Ivermectina).

Tabla 11. Prevalencia de parasitos intestinales en los bovinos de las
Unidades de Levante de la Estacion Experimental “El Joque” en la

fase de post-tratamiento.

POST-TRATAMIENTO POST- POST-
TRATAMIENTO TRATAMIENTO
ESPECIES lera SEMANA
8avaSEMANA 16ava SEMANA
HELMINTOS np/ne % np/ne % np/ne %
Fasciola hepatica 0/90 0 0/101 0 6/80 7,5
Cotylophoron sp. 56/90 62,2 71/101 70,2 50/80 62,5
Trichostrongylus spp. 3/90 3,3 1/101 0,9 3/80 3,7
Haemonchus contortus 0/90 0 0/101 0 4/80 5
Ostertartagia ostertagi 3/90 3,3 4/101 3,9 13/80 16,2
Cooperia spp. 17/90 18,8 14/101 13,8 1/80 12,5
PROTOZOARIOS
Eimeria sp. 44/90 48,8 49/101 48,5 34/80 42,5
Buxtonella sulcata 55/90 61,1 63/101 62,3 40/80 50
TOTAL 67/90 74,4 73/101 72,3 60/80 75

np/ne = namero de parasitados / numero de estudiados (%) = prevalencia

En relaciébn a la evaluacién de la eficacia del tratamiento para F.
hepatica en la lera y 8ava semana fue de 100%, mientras que para la
16ava semana se presentd un descenso de la eficacia representando el
92,5%. Se puede evidenciar que el efecto en la mayoria de los nematodos
fue favorable. Sin embargo para Cotylophoron sp. no present6 accion del

medicamento.
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Al analizar la eficacia del tratamiento por semanas, en la lera semana
se presentd una disminucion de F. hepatica, lo que demuestra la accion
directa contra el estado adulto. En la 8ava semana se mantiene la accion
del medicamento, lo que demuestra la efectividad contra el estado larval
de F. hepética. En la 16ava semana, se realizd la Ultima reevaluacion
coprolégica, encontrandose una disminucién de la efectividad, lo que
conlleva a un incremento en las prevalencias, lo cual se correlaciona con

reinfecciones.

Tabla 12: Evaluacién de la eficacia Post-tratamiento

POST-TRATAMIENTO  POST-TRATAMIENTO POST-
TRATAMIENTO
ESPECIES lera SEMANA 8ava SEMANA
16ava SEMANA
%E %E %E
Fasciola hepatica 100 100 92,5
Cotylophoron sp. 37,8 29,8 37,5
Trichostrongylus spp. 96,7 99,1 96,3
Haemonchus contortus 100 100 95
Ostertartagia ostertagi 96,7 96,1 83,8
Cooperia spp. 81,2 86,2 87,5
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Discusidén

La Estacion Experimental “El Joque” de la Universidad de los Andes,
estado Mérida, presenta las condiciones bioclimaticas y topograficas
adecuadas para el establecimiento de F. hepatica: clima templado,
presencia de varias vertientes a los largo de las fincas, como riachuelos y
quebradas, abundante precipitacion, terreno con topografia accidentada y
con inclinacién pronunciada que facilita la disponibilidad hidrica e
irrigacion del area (Nieves et al, 2005).

Al analizar los resultados obtenidos en el presente estudio llevado a
cabo en la Estacion Experimental “El Joque” de la Universidad de los
Andes, se pudo observar que de una poblacion inicial de 149 bovinos
distribuidos en diferentes sub-grupos: Cuna, Pre-Levante, Levante 1,
Levante 2, Levante 3 y Levante 4; 23 de ellos se encontraban parasitados
con F. hepatica, representando un 15,4%, con un aumento progresivo
posterior de parasitacion con respecto a la edad, encontrandose mayor
prevalencia en el sub grupo levante 4 con un 35%.

Estos resuitados son similares a la prevalencia descrita por Nieves et
al. (2005), quienes encontraron una prevalencia de 39% en los bovinos de
La Estacién Experimental “El Joque”.

En un estudio llevado a cabo por Manrrigue & Rangel (2009) en la
Estacion Experimental el “El Joque” en la Unidad UPJ, quienes estudiaron
un rebafio de 52 bovinos, encontraron una prevalencia de 71,2% de
fascioliasis.

Prevalencia menores fueron obtenidas por Assouad & Martinez (2009),
guienes estudiaron un total de 153 bovinos, de los cuales 16 resultaron
parasitados por F. hepatica representando un 10,46%.

Cabe destacar que durante el estudio se encontré una amplia gama
de parasitos intestinales, entre ellos helmintos como Cotylophoron
cotylophorum, Trichostrongylus spp., Haemonchus contortus, Ostertagia
ostertagi y Cooperia spp., asi como algunos protozoarios con prevalencia
significativa, tales como Eimeria sp. y Buxtonella sulcata. Estos se

encontraron en 115 animales de 149, representando un 77,2%.

46



Se encontré que el porcentaje de bovinos parasitados iba aumentando
conforme se incrementaba la edad del animal, encontrdndose para el
subgrupo cuna un porcentaje de parasitacion total de 10%, Pre-levante
40%, Levante-1 75%,Levante-2 84,6%,Levante-3 85,2%,Levante-4 90%.

Se puede deducir que los bovinos comienzan a infectarse cuando son
pasados de las unidades de cuna y pre-levante a la unidad de Levante 1y
es alli cuando comienzan a pastar en los potreros que poseen todas las
condiciones para el establecimiento de F. hepatica; como lo es clima
templado, la presencia de varias vertientes a lo largo de la finca,
riachuelos y quebradas, ademas abundante precipitacion, terreno con
topografia accidentada, con inclinacion pronunciada que facilita la
disponibilidad hidrica del area.

Otro aspecto importante de los resultados obtenidos es que los
bovinos del subgrupo cuna no presentaron parasitacion por F. hepatica ni
por algun helminto, solamente se evidencié una parasitacion significativa
por protozoarios obteniendo un 45,6% para Eimeria sp. y 46,9% para
Buxtonella sulcata. Dichos resultados difieren de los obtenidos por Pino et
al. (1992) quienes encontraron evidencia de transmision transplacentaria
en un estudio realizado en una finca del Municipio Escuque Estado
Trujillo, donde hallaron que 2 becerros de menos de 8 semanas resultaron
parasitados, comprobando asi la transmision prenatal de fascioliasis.

En la primera semana post — tratamiento se pudo evidenciar una
disminucion de la prevalencia de Fasciola hepéatica del 100%, al igual que
para otras especies de parasitos gastrointestinales identificados en los
muestreos anteriores; observandose asi una eficacia de 96,7% para
Trichostrongylus spp., 100% para Haemonchus contortus, 96,7% para
Ostertagia ostertagi y 81,2% para Cooperia spp.

Sin embargo no se logro el mismo efecto en la prevalencia de otras
especies como es el caso de C. cotylophorum con una eficacia de 37,8%
ni para los protozoarios Buxtonella sulcata con una eficacia de 38,9% y

para Eimeria sp. de 51,2%.
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Estos resultados concuerdan con los descritos por Manrique & Rangel
(2009) quienes obtuvieron una eficacia de 94,7% para F. hepatica a la
primera semana post-tratamiento. De igual manera Garcia & 1zzi (2010)
encontraron en la primera semana post-tratamiento una eficacia de 95,2%
para F. hepatica y para C. cotylophorun solo el 14,42% de eficacia,
resultados que muestran similitud con los obtenidos en la presente
investigacion.

En la octava semana post-tratamiento se mantuvo el porcentaje de
eficacia del tratamiento para F .hepatica, lo que confirma el efecto del
triclabendazol sobre los estadios larvales del parasito, también se siguio
observando el poco efecto que ejerce dicho tratamiento sobre la especie
C. cotylophorun, encontrandose un descenso en la eficacia de 37,9% en
la primera semana a 29,8% en la octava semana.

En la decimo sexta semana post-tratamiento se encontré un
porcentaje de parasitacion por F. hepatica de 7,5%, estas observaciones
concuerdan con las sefialadas por Manrique & Rangel (2009) quienes
obtuvieron una prevalencia de 21%, asi mismo Garcia & 1zzi (2011) en su
investigacién encontraron una reinfeccién en los tres rebafios estudiados,
registraron prevalencias de 28,5% en paritorio, 65,45% en ordefio central
y 37,14% en UPJ.

Dichas reinfecciones pueden deberse a que los animales tratados
seguian pastando en las mismas zonas endémicas.

Algunos autores atribuyen estos estados de reinfeccion a que
posiblemente algunas fasciolas juveniles no fueron eliminadas por el
tratamiento, por lo que alcanzaron el estado adulto y por ende para los
dias 60 y 90 todos los animales estaban positivos a los huevos del
trematodo (Ibarra, et al., 2002)

Asi mismo, Cruz & Quiroz (2007) pudieron apreciar que los
tratamientos fasciolicidas a menor intervalo traen consigo una mayor
reduccién en la excrecién de huevos del parésito, ya que logra eliminar

los estadios inmaduros que sobreviven al primer tratamiento.
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Se cree que para lograr un control estratégico de F. hepatica, es
necesario realizar varios tratamientos con cierto intervalo para reducir la
excrecion de huevos. Dichos intervalos varian segun la region geografica,
la época del afio en relacion con el clima y periodos de transmision (Cruz
& Quiroz, 2007)

El control de la fascioliasis en un area endémica debe estar orientado
a limitar el contacto entre el parasito y su hospedador definitivo, tratando
en un principio ofrecer pasturas seguras para categorias de animales mas
susceptibles (Olaechea, 2004).

Un aspecto importante es el hecho de que en todos los muestreos
post-tratamiento se comprobd que no hubo efecto alguno sobre la especie
C. cotylophorun, resultados que concuerdan con los obtenidos por
Manrique & Rangel (2009) quienes encontraron una prevalencia de 36,5%
en la primera semana post-tratamiento, 54% en la octava semana y
62,2% en la decimo sexta semana, demostrando asi que ninguno de los
tratamientos que emplearon entre ellos triclabendazol, Ivermectina y
Clorsulon tuvieron algun efecto contra este trematodo.

Garcia & lIzzi (2011) hallaron de igual manera en su estudio que el
mayor problema parasitario encontrado era la considerable prevalencia de
C. cotylophorum y la ineficacia del tratamiento contra este, ellos
registraron inicialmente altas prevalencias en los rebafios estudiados,
78,57% en paritorio, 74,54% en ordefio central y 65,71% en UPJ; en la
primera semana post-tratamiento observaron un incremento en la
prevalencia en los 3 rebafos, registrando 85,71% en paritorio, 94,54% en
ordefio central y 71,42% en UPJ. A la octava semana seguia
incrementdndose la prevalencia alcanzando un incremento de 100% en
ordefio central y UPJ. Finalmente en la decimo sexta semana no hubo
disminucion por el contrario observaron un efecto acumulativo.

En las fincas de Bailadores, estado Mérida (Gauta et al., 2011) se
encuentran igualmente todas las condiciones favorables para el

establecimiento de la fascioliasis bovina, por lo que se puede decir que en
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el estado Meérida se encuentran las condiciones ideales para el
establecimiento de la cadena epidemioldgica de dicha enfermedad.

La mayoria de las zonas en el estado Mérida presentan suelos
arcillosos que tienen la capacidad de retener agua y humedad. Esta
cualidad de retencion de humedad estd presente en suelos ricos en
materia organica, necesaria para el habitat del hospedero intermediario
(Morales & Pino, 2004).

Gauta et al. (2011) consideran que debido a que algunas de las fincas
muestreadas cultivan también hortalizas, el riesgo de contaminacion de
éstas con metacercarias esta latente, y con ello el desarrollo de casos

humanos, adn y cuando esto no sea tan facil de determinar.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se determino que existe una prevalencia de parasitacion en los
bovinos de la Estacién Experimental “El Joque”. Encontrandose
mayor incidencia en las especies F. hepatica y C. cotylophorum. sin
embargo se pudo comprobar que las tasas de infeccion por el
trematodo F.hepatica han disminuido con respecto a estudios
anteriores.

El porcentaje de parasitacion se iba incrementaba a medida que
se incrementaba la edad del animal.

Se pudo comprobar que el Fasimec® ejerce un buen efecto contra
los estadios adultos y larvales de F. hepética.

Solo a la decimo sexta semana post-tratamiento se observo un
ligero descenso en la eficacia del tratamiento.

En cuanto a la prevalencia de la especie C.cotylophorum queda
demostrado que el farmaco empleado en el presente estudio no
ejerce efecto alguno sobre dicha especie.

Recomendaciones

Control fisico y mejoramiento del drenaje, estos procedimientos
buscan limitar los habitats de caracoles. Se recomienda drenar
areas pantanosas, canalizando corrientes de agua, limpiar canales

de riego, evitando asi derrames permanentes en los bebederos.
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Uso de molusquicidas que sean eficaces selectivos y estables
frente a la accion de los rayos solares y materia organica. Entre los
comunmente usados se pueden mencionar el sulfato de cobre, la
cianamida calcica, la tritilmorfina.

Impedir el acceso del ganado a las zonas identificadas como
infectadas, fundamentalmente en los puntos criticos.

Destruccion de las metacercarias enquistadas en el pasto,
mediante procesos como el corte y henificacion del mismo.

Evitar la alimentacién del ganado con pasto de corte fresco
procedente de localidades distomatdsicas.

Se podrian implementar en futuras investigaciones métodos de
inmunodiagnostico orientados a la deteccion de anticuerpos
especificos frente a antigenos de Fasciola hepética.

Que se lleven a cabo estudios donde se enfoquen en el control de
la prevalecia de C. cotylophorum.

Mayor compromiso del personal de la estacion experimental “El
Joque” al momento de realizar un estudio, se necita su ayuda para
mantener los grupos de bovinos a los cuales se les esta haciendo
seguimiento con tratamiento y andlisis coproldgicos, ya que en la
presente investigacion fue dificil mantener las poblaciones de
estudio, lo que dificulta los analisis estadisticos, impidiendo asi una

total veracidad en las investigaciones llevadas a cabo.
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